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Valoración de metabolitos de testosterona, progesterona y estrógeno
en excretas de venado cola blanca (Odocoileus virginianus) como método
para determinar el sexo
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esumen
Se obtuvieron excretas de venado cola blanca (Odocoileus  virginianus)  en cautiverio dentro de unidades de manejo para la conservación de la
ida silvestre, ubicadas en Mérida y Ticul, Yucatán, México, para medir las concentraciones de los metabolitos de testosterona, progesterona y
strógeno con la técnica de radioinmunoanálisis y se relacionaron mediante índices. Se obtuvieron concentraciones detectables de los 3 metabolitos
 se analizaron los índices mediante la teoría del valor predictivo. Los índices de progesterona /testosterona —ambos a dilución 1:2 y dilución
:20/1:2, respectivamente— tuvieron la mayor eficiencia (77.5%) para asignar correctamente el sexo en la época no reproductiva. En la época
eproductiva el índice progesterona / testosterona —dilución 1:2/1:20, respectivamente— tuvo la mayor eficiencia (68.75%). Estas eficiencias son
uperiores a las obtenidas mediante métodos indirectos para determinar la proporción de sexos en venado cola blanca. El método de determinación
el sexo por estimación de los metabolitos de hormonas fecales es factible de ser aplicado en poblaciones silvestres de venado cola blanca.
erechos Reservados © 2016 Universidad Nacional Autónoma de México, Instituto de Biología. Este es un artículo de acceso abierto distribuido
ajo los términos de la Licencia Creative Commons CC BY-NC-ND 4.0.
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bstract
We obtained feces of white-tailed deer (Odocoileus  virginianus) in captivity from management units for the wildlife conservation, located in
érida and Ticul, Yucatán, Mexico, in order to measure testosterone, progesterone and estrogen metabolites concentrations using radioinmunoa-
alysis. We obtained detectable levels of the 3 metabolites, which were analyzed by predictive theory. Indexes progesterone /testosterone -both at
: 2 dilution and dilution 1: 20/1: 2, respectively-, had the highest efficiency (77.5%) to determine sex in non-breeding season properly. During the
reeding season the progesterone /testosterone index -dilution 1: 2/1: 20, respectively, had the highest efficiency (68.75%). These efficiencies were
igher than those obtained by indirect methods for determining the sex ratio in white-tailed deer. The method of sex determination by estimating
ecal hormone metabolites is likely to be applied to wild populations of white-tailed deer.
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ntroducción
Determinar la proporción de sexos es primordial en pobla-
iones sometidas a aprovechamiento realizado de manera
electiva, porque existe una afectación directa a la estructura de
dades y de sexos. Este manejo impacta de manera significativa
l número de nacimientos en la población, lo que ocasiona
l paso del tiempo un desbalance tanto en el taman˜o de la
oblación como en la proporción de sexos (Coltman, 2008;
ilner, Nilsen y Andreassen, 2007).
El censo o estimación de la proporción de sexos de las pobla-
iones de venados en condiciones de semicautiverio o vida
ibre se realiza usualmente mediante el avistamiento directo
Mandujano y Gallina, 1993). En el trópico este método se
orna complicado debido a la baja visibilidad de los ejemplares
n los diferentes tipos de vegetación —bosques caducifolios,
ubcaducifolios, subperennifolios o perennifolios y vegetación
ecundaria— y a los hábitos furtivos de esta especie (Weber,
arcía-Marmolejo y Reyna-Hurtado, 2006). Entre los métodos
ue se han establecido para determinar el sexo en vena-
os, además de los registros visuales (Mandujano y Gallina,
996; Sánchez-Rojas, Gallina y Equihua, 2004), se encuentran
os indirectos como la morfometría de pellets (Camargo-
anabria y Mandujano, 2009; Sánchez-Rojas, Aguilar-Miguel
 Hernández-Cid, 2009; Sánchez-Rojas et al., 2004), la espec-
roscopía reflectante de infrarrojo cercano (Tolleson, Randel,
tuth y Neuendorff, 2005) y el análisis de ADN (Lindsay y
elant, 2008). Los métodos indirectos aplicados a las excre-
as del venado cola blanca presentan como inconveniente el
ener una eficiencia en la correcta determinación del sexo cer-
ana al 40% (Camargo-Sanabria, 2008), del 0% en machos y
el 100% en hembras gestantes, únicamente en la época repro-
uctiva (Tolleson et al., 2005); por su parte, la determinación
el sexo por medio del análisis de ADN requiere de la colecta
e muestras específicas de tejido (Lindsay y Belant, 2008), lo
ual es poco viable en venados de vida libre en las regiones
ropicales.
El método de determinación del sexo a través de hormonas
steroides sexuales se ha utilizado en algunos mamíferos sil-
estres con eficiencias cercanas al 100% (Barja, Silván, Illera,
osellini y Pin˜eiro, 2006; Lanyon, Smith y Carrick, 2005; Soto,
alamé-Méndez, Ramírez-Pulido, Yán˜ez y Armella, 2004).
stos estudios demostraron que los andrógenos son las prin-
ipales hormonas indicadoras de los machos y los estrógenos
o son de las hembras, y su producción relativa puede usarse
omo un indicador del sexo. Este método ha permitido deter-
inar correctamente el sexo en individuos tanto en cautiverio
omo en vida libre (Barja et al., 2006; Soto et al., 2004).
En cautiverio, el método tradicional de medición de hor-
onas esteroides de origen gonadal es practicada en muestras
anguíneas, tal como sucede en la monitorización reproductiva
e ganado bovino u ovino (De Lucas, Zarco y Vásquez, 2008;
erzog et al., 2010). Sin embargo, la aplicación de este método
s complicada en venados cola blanca (Odocoileus  virginia-
us), debido a su temperamento nervioso, desencadenando un
umento de estrés y elevando los niveles de progesterona san-
uínea de origen adrenal (Plotka, Seal, Verme y Ozoga, 1983),
t
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sí como respuestas conductuales que ponen en riesgo el bie-
estar del ejemplar o que pueden desencadenar el síndrome
e miopatía por captura (Beringer, Hansen, Wilding, Fischer
 Sheriff, 1996; Haulton, Porter y Rudolph, 2001). Por estos
actores, actualmente se utilizan métodos no invasivos como la
edición de progestinas, andrógenos y estrógenos en excretas,
os cuales deben ser validados para cada especie antes de su
plicación (Palme, 2005). Por ello, los objetivos de este trabajo
on establecer un protocolo para la estimación de metabolitos
e hormonas esteroides sexuales mediante radioinmunoanálisis
RIA, por sus siglas en inglés) en excretas de venado cola blanca
antenidos en cautiverio e identificar los índices de metabolitos
e hormonas esteroides sexuales que muestren mayor eficiencia
ara la correcta determinación del sexo bajo el contexto de la
eoría del valor predictivo.
ateriales  y  métodos
Las muestras de excretas de venado cola blanca fueron reco-
ectadas de 3 unidades de manejo para la conservación de la
ida silvestre (UMA) de tipo intensivo, ubicadas en las ciuda-
es de Mérida y Ticul en Yucatán, México. La UMA «Xmatkuil»
e sitúa en las coordenadas 20◦51′48.9′′ O, 89◦36′50.2′′ N, la
MA «El Centenario» en 20◦58′′09.8′′ O, 89◦38′′24.7′′ N y
a UMA «San Fernando» en 20◦23′41.2′′ O, 89◦31′28.2′′ N.
Se recolectaron un total de 160 excretas de venados adultos en
autiverio, 80 de machos y 80 de hembras, en época reproductiva
ER) y no reproductiva (ENR), muestras para cada sexo, para
ada época. Cada muestra fue tomada del suelo inmediatamente
espués de que el animal defecó, registrando: fecha, sexo, época
 sitio de colecta. Se recolectaron los pellets superiores para
vitar las impurezas propias del terreno. Las excretas obtenidas
e refrigeraron para su traslado y posteriormente se congelaron
 −20 ◦C, hasta su procesamiento (Barja et al., 2006).
La extracción de esteroides se realizó mediante la técnica
escrita por Latner, Rajamahendran y Sivakumaran (1994)
odificada por Montes, Cervera y Victoria (1999). En breve,
as muestras fueron secadas en un horno a 60 ◦C por 48 h, pos-
eriormente se molieron lo más finamente posible utilizando
na licuadora convencional (Moulinex mod. 4090). Se coloca-
on 0.5 g de cada muestra en un tubo de ensayo y se agregó
 ml de agua destilada; una vez hidratada la muestra se agre-
aron 3 ml de éter dietílico (Jalmek #E6525-15) y se agitó en
n vortex por 2 min. Posteriormente, se congeló la muestra en
an˜o de nitrógeno líquido y se decantó la fase orgánica a un
ecipiente. Este proceso se repitió 2 veces más por muestra.
na vez obtenida la fase orgánica se dejó evaporar el solvente,
econstituyéndolo en 10 ml de metanol al 99%, se agitó en vor-
ex por 1 min, y se refrigeró hasta el momento de analizar. Se
robaron 2 diluciones del extracto restituido con metanol, para
stablecer una dilución adecuada para procesar los extractos.
e adaptó la técnica de RIA, a partir de 2 componentes pri-
arios —anticuerpo y trazador que es la hormona radiactiva—ems Laboratories cat. 3900), testosterona (Diagnostics Systems
aboratories cat. 4000) y estradiol (Coat-A-Count cat. TKE2).
os estándares fueron preparados con progesterona (P4) (Sigma
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Lat. P0139-25G), testosterona (T) (Fluka cat. 86500) y estra-
iol (E2) (Sigma cat. E1024-25G) disueltos en metanol y PBS
Montes, 1994; Montes et al., 1999), y se establecieron las
iluciones a las que se trabajaron los extractos de metabolitos
1:2,1:20 para P4 y T, y de 1:2 y 1:10 para E2).
Los valores de las concentraciones de los metabolitos para
ada concentración y época fueron comparados mediante aná-
isis de varianzas. La validación del RIA se efectuó mediante
os criterios de sensibilidad y precisión (según IAEA, 1984). A
 muestras fecales en 3 repeticiones se les evaluaron los valo-
es de sensibilidad, la cual se definió como la menor cantidad
e metabolito hormonal que puede ser detectado con certeza
stadística, calculada para el 95% de confiabilidad en el 0 de la
urva estándar y precisión, y que se midió mediante la variación
ntraensayo e interensayo de muestras con niveles bajos, medios
 altos de metabolitos hormonales. La exactitud y especificidad
o se evaluaron, debido a que los anticuerpos utilizados fue-
on validados previamente por los fabricantes de los kits, para
nlazar hormonas sanguíneas y no para metabolitos, que corres-
onden a las formas oxo o diol (Hamilton et al., 2000; Rabiee,
acmillan y Schwarzenberg, 2001).
De los resultados de las estimaciones de las concentraciones
e los metabolitos fecales de P4, T y E2, se obtuvieron los índices
ediante el cálculo de las relaciones E2/T, T/E2, P4/T, T/P4 y
a suma de los 3 metabolitos (P4 + T + E2) para cada sexo (Soto
t al., 2004), en combinaciones de acuerdo con las diluciones
ealizadas para cada metabolito. Se lograron valores de corte
ara asignar el sexo por cada metabolito e índice. Se evaluó la




alores promedio de los metabolitos por época de las muestras de sexo conocido de 
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2: metabolitos de estradiol; H: hembra; M: macho; P4: metabolitos de progesterona
etras diferentes en la misma columna de cada pareja de sexos significa diferencias sxicana de Biodiversidad 87 (2016) 180–186
e valor predictivo, obteniéndose los valores de eficiencia total
 el valor predictivo para asignar sexo tanto a hembras como a
achos (Galen, 1979). La teoría de valor predictivo se basa en
a tabla de contingencia (tabla 1), la cual se ajustó a lo evaluado:
La fórmula de eficiencia se obtiene de la siguiente manera:
Eficiencia = VH +  VM
VH +  FH +  VM +  FM
l valor predictivo para hembras (VPH) es:
VPH = VH
VH +  FH ×  100
 para machos (VPM):
VPM = VM
VM +  FM ×  100
onde: VH es el número de muestras cuyo sexo conocido es
embra y mediante la valoración hormonal resultó ser hembra.
M es el número de muestras cuyo sexo conocido es macho
 mediante la valoración hormonal de RIA resultó ser macho.
H es el número de muestras cuyo sexo conocido es macho
 mediante la valoración hormonal resultó hembra. FM es el
úmero de muestras cuyo sexo conocido es hembra y mediante
a valoración hormonal con RIA resultó macho.
esultados
Todas las muestras fecales tuvieron valores detectables de
os metabolitos de progestágenos, andrógenos y estrógenos en
as 2 diluciones utilizadas, 1:2 y 1:20 para andrógenos y pro-
estágenos, y 1:2 y 1:10 para estrógenos. Para los metabolitos
e progestágenos la sensibilidad fue de 0.29 ng/ml, la precisión
el ensayo tuvo un coeficiente de variación interensayo del 9%
 intraensayo del 5.35%. Para los metabolitos de andrógenos la
ensibilidad fue de 0.54 ng/ml y la variación interensayo fue del
2% e intraensayo del 4%. Para los metabolitos de estrógenosel 8% e intraensayo del 31%.
En la ENR se encontraron diferencias estadísticas entre los
alores de los metabolitos de P4 para la dilución 1:2, no así
venado cola blanca por medio de radioinmunoanálisis a diferentes diluciones.
a fueron comparados mediante pruebas de análisis de varianzas.
ca no reproductiva ng/g (DE) Época reproductiva ng/g (DE)
969.84 (± 10,208.66) a 15,548.47 (± 13,170.77) a
066.89 (± 6,436.82) b 10,797.13 (± 7,137.36) b
688.41 (± 16,530.30) a 23,658.58 (± 27,117.50) a
211.28 (± 38,805.45) a 9,211.09 (± 10,412.50) b
333.94 (± 3,732.08) a 12,436.87 (± 13,711.35) a
521.69 (± 8,049.66) a 15,151.44 (± 12,282.47) a
879.01 (± 3,826.50) a 6,796.71 (± 9,196.38) a
429.85 (± 4,917.84) a 14,325.18 (± 16,843.95) b
667.61 (± 1,030.19) a 134.38 (± 117.81) a
88.64 (± 83.94) b 329.67 (± 1,010.82) a
487.61 (± 777.68) a 113.52 (± 113.74) a
132.45 (± 397.79) b 398.22 (± 1,101.66) a
; T: metabolitos de testosterona.
ignificativas entre medianas (p < 0.05)
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Tabla 3
Valores promedio de los metabolitos por época, valores de corte, eficiencias y valores predictivos encontrados en las muestras de sexo conocido de venado cola
blanca por medio de radioinmunoanálisis a diferentes diluciones.
Época no reproductiva Época reproductiva













1:2 1,100 72.5 69.57 76.47 4,800 78.75 79.49 78.05
1:20 9,000 73.75 70.21 78.79 14,134 65 71.43 61.54
T
1:2 4,321 56.25 55.56 57.14 5,749 62.5 66.67 60
1:20 4,800 52.5 51.61 55.56 1,624 68.75 80 63.64
E2






















































E1:10 151 70 78.57 
2: metabolitos de estradiol; P4: metabolitos de progesterona; T: metabolitos d
ara la dilución 1:20; para los metabolitos T2 no se hallaron
iferencias en las diluciones evaluadas, y para los metaboli-
os de E2 se encontraron diferencias significativas en ambas
iluciones (tabla 2). Para la ER se encontraron diferencias
stadísticas entre los valores de los metabolitos de P4 para
mbas diluciones; para el metabolito T2 se hallaron diferen-
ias en la dilución 1:20 y en las diluciones de E2 no (tabla 2).
e los valores de los metabolitos hormonales obtenidos en RIA





ndices obtenidos de la medición de metabolitos fecales de venado cola blanca en la
exos (entre paréntesis la dilución a la que se trabajaron las muestras).

































2: metabolitos de estradiol; P4: metabolitos de progesterona; T: metabolitos de testo.38 57 53.75 56 52.73
sterona; VP: valores predictivos.
ara P4 en la ER en dilución 1:2, seguida de E2 de la ENR
n dilución 1:2. La más baja eficiencia para asignar el sexo
a tuvo el metabolito hormonal de E2 a dilución 1:2 de la ER
tabla 3). Se obtuvieron 64 índices producto de las diversas com-
inaciones de metabolitos y diluciones. Los que mejor eficiencia
ostraron para la ENR fueron P4/T ambos a dilución 1:2, asíomo P4/T en diluciones de 1:20 y 1:2 (tabla 4). Para la ER el
ndice con mayor eficiencia fue P4/T con dilución 1:2 y 1:20
tabla 5).
 época no reproductiva con mayor eficiencia y valores predictivos para ambos

































sterona; VP: valores predictivos.
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Tabla 5
Índices obtenidos de la medición de metabolitos fecales de venado cola blanca en la época reproductiva con mayor eficiencia y valores predictivos para ambos sexos
(entre paréntesis la dilución a la que se trabajaron las muestras).
Índice Valor de corte Eficiencia VP% hembras VP% machos
P4(1:2)/T(1:20) 7.9 68.75 82.61 63.16
P4(1:20)/T(1:20) 12.5 66.25 88.24 60.32
E2(1:2)/T(1:20) 0.068 65 71.43 61.54
T(1:20)/E2(1:2) 19 65 71.43 61.54
E2(1:10)/P4(1:2) 0.007 60 62.5 58.33
T(1:20)/E2(1:10) 66 60 58.33 62.5
P4(1:20)/E2(1:10) 38 58.75 57.45 60.61
P4(1:20)/E2(1:2) 101 58.75 60.61 57.45
E2(1:2)/P4(1:20) 0.011 57.5 58.33 56.82
E2(1:2)/T(1:2) 0.01 57.5 56.52 58.82
P4(1:20)/T(1:2) 1 57.5 58.82 56.52
T(1:2)/E2(1:10) 77.5 57.5 56.52 58.82
E2(1:10)/P4(1:20) 0.016 56.25 55.56 57.14
P4(1:2)/T(1:2) 1.3 56.25 57.14 55.56
E2(1:10)/T(1:2) 0.014 55 55.56 54.55
P4(1:20),T(1:2),E2(1:2) 23,001 55 54.55 55.56
P4(1:2)/E2(1:10) 72 53.75 53.49 54.05
P4(1:2)/E2(1:2) 116 53.75 54.05 53.49
P4(1:20),T(1:2),E2(1:10) 23,033 53.75 53.49 54.05
P4(1:2),T(1:20),E2(1:10) 21,192 52.5 52.38 52.63
P4(1:20),T(1:20),E2(1:10) 20,223 52.5 52.63 52.38
P4(1:20),T(1:20),E2(1:2) 20,783 52.5 52.63 52.38
E(1:2)/P4(1:2) 0.013 51.25 51.22 51.28
P4(1:2),T(1:2),E2(1:10) 24,129 51.25 51.22 51.28
P4(1:2),T(1:2),E2(1:2) 24,119 51.25 51.22 51.28
P4(1:2),T(1:20),E2(1:2) 19,405 51.25 51.28 51.22
E2(1:10)/T(1:20) 0.014 46.3 45.95 46.61
T(1:2)/P4(1:20) 1 43.75 44.44 42.86
T(1:2)/E2(1:2) 104 42.5 41.18 43.48
T(1:20)/P4(1:20) 1 42.22 47.37 38.46










































2: metabolitos de estradiol; P4: metabolitos de progesterona; T: metabolitos d
iscusión
La sensibilidad de nuestras pruebas para los distintos meta-
olitos hormonales se encuentra dentro de los parámetros
stablecidos para determinar como válida una prueba inmu-
ológica (Bedolla-Tovar, Ulloa-Aguirre, Landeros-Valpen˜a y
érez-Palacios, 1984). En la mayoría de los RIA, los valores
e variación intraensayo fueron menores al 10%, excepto en
etabolitos de estradiol, en tanto que la variación interensayo
resentó algunos valores arriba de lo adecuado, caso de la tes-
osterona (Bedolla-Tovar et al., 1984), y podrían deberse a las
ocas repeticiones realizadas (n = 3) para cada ensayo, ya que
on un solo valor extremo la variación aumenta. Los resultados
el metabolito de E2 muestran un comportamiento diferente por
exo y época, indicando que algunas de las hembras a las que se
es tomaron las muestras estaban pren˜adas en la ENR (Plotka,
eal, Schmoller, Karns y Keenlyne, 1977). En los machos, el
bservar una mayor cantidad de metabolitos de E2 en la ER se
xplica por la importancia que tiene esta hormona en la diferen-
iación de las células germinales masculinas, y su incremento
stá ligado al aumento de la testosterona y la producción de





sterona; VP: valores predictivos.
En estudios hormonales realizados en lobo mexicano (Canis
upus baileyi)  e ibérico (C.  lupus  signatus), se ha detectado una
ayor concentración de T en machos y, por tanto, la relación
/P4 también es mayor (Barja et al., 2006; Soto et al., 2004).
asándonos en ello, tanto machos como hembras, pudieran
er clasificados por sus valores de metabolitos fecales de P4,
 o E2 de manera aislada, lo cual se pudo corroborar en este
rabajo, ya que el metabolito de P4 tuvo una eficiencia más
lta que cualquiera de los índices empleados, pero solo para
a ER, en tanto que para la ENR se pueden utilizar los niveles
ormonales del metabolito de E2. A pesar de estos resultados
s más conveniente trabajar con índices, puesto que se basan
n la proporción encontrada de los metabolitos más que en los
alores absolutos hallados, los cuales podrían variar debido a
as metodologías aplicadas para su determinación.
En los trabajos realizados con lobos, los índices exitosos para
istinguir sexos fueron T/P4, T/E2 y la sumatoria de los 3 meta-
olitos hormonales (Barja et al., 2006; Soto et al., 2004), y con
l sirenio dugón (Dugong  dugon)  la relación T/E2 es mayor en
achos que en hembras (Lanyon et al., 2005). Para el caso delenado cola blanca se obtuvieron eficiencias menores al 72.5%
e la sumatoria de los 3 metabolitos a diferentes diluciones en
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sta especie. Estos índices obtenidos del análisis de RIA fueron
uy similares entre sexos en nuestro estudio, o tuvieron una alta
ariabilidad en sus valores, por lo que la distribución de valores
e los índices entre ambos sexos se sobrepone y no se observa
na clara distinción entre ellos.
Las eficiencias de los índices obtenidos con el método usado
n este estudio (del 77.5-43.75% en ENR y del 68.75-41.25% en
R) fueron mayores que las conseguidas con el examen de la
orfometría de pellets (un 42% en hembras, un 38% en machos,
n 40.3% total) (Camargo-Sanabria, 2008). En contraste con
l método usado en el presente estudio, la determinación del
exo basada en los rasgos morfométricos de los pellets se ve
fectada por variaciones al tipo de alimentación, la humedad
mbiental (Camargo-Sanabria y Mandujano, 2009), la ER o
NR (Maccracken y van Ballenberghe, 1987) y el grado de de-
arrollo corporal del individuo (Camargo-Sanabria y
andujano, 2009; Maccracken y van Ballenberghe, 1987;
ánchez-Rojas et al., 2004).
En conclusión, se estimaron los niveles de metabolitos de pro-
estágenos, estrógenos y andrógenos fecales satisfactoriamente,
 el método utilizado permitió la determinación de los sexos
on una mayor eficiencia que lo publicado con el método de
orfometría de pellets, realizando la asignación de los mismos
on base en el contenido diferencial de las hormonas esteroides
exuales. Este método para conocer la proporción de sexos en la
oblación es posible aplicarlo en muestras en campo que sean
rescas o con poco tiempo de exposición al ambiente.
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